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  Objective: The phenomenon of fibroblast overgrowth is one of the major problems encountered 
during long-term culture such as myoblast culture. The first goal of the study is to determine 
the effects of proline analogue and cytosine arabinoside to reduce fibroblasts in myoblast culture. 
The second goal is to investigate whether the chemicals influence the growth and differentiation 
of myoblast.
  Method: Muscle tissues were obtained from legs of healthy men, and then fibroblasts and 
myoblasts were isolated and cultured. Those mixed cells were divided into three groups; control 
group, proline analogue (cis-hydroxyproline) treated group and cytosine arabinoside (araC) treated 
group. We evaluated the effectiveness of cis-hydroxyproline and araC on selective removal of 
fibroblasts in culture. We have also determined if cis-hydroxyproline and araC could alter 
differentiation of myoblast in each group.
  Results: The treatment with araC was effective to eliminate fibroblasts comparing to the control 
group (p＜0.05) while there was no statistically significant difference between proline analogue 
and control group (p＞0.05). Myoblasts of all three groups were differentiated into myotube.
  Conclusion: Using araC, we could reduce a number of fibroblasts in myoblast culture where 
contamination and subsequent overgrowth with fibroblasts remained a problem.
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서      론
  근육질환 중 뒤시엔느(Duchenne)형 근디스트로피
는 점차적인 근력약화를 일으키며 성염색체에 의해 
열성 유전되는 질환으로 X 염색체의 단완(Xp21)에 
위치한 디스트로핀(dystrophin) 유전자의 변이에 의해 
발생하며,3,10,27,32) 현재까지는 병의 진행과 합병증을 
최소화하는 물리치료, 운동치료 및 호흡재활치료 등 
재활의학적 치료가 주된 방법이고 근본 원인을 치료
할 수 있는 치료법이 없는 실정이다.28)
  그러나 최근에 병의 원인을 치료할 수 있을 것으
로 여겨지는 근육모세포(myoblast) 이식법이 개발되
어 동물실험을 통하여 어느 정도 효과를 확인하였는
데 이 방법의 개요는 정상적인 근육모세포를 환자의 
근육에 주입하면 이 정상 세포가 환자의 근육과 융
합되어 디스트로핀 단백질을 생성하도록 유도하는 
것이다.13,21,23) 그러나 배양과정 중 다른 세포, 특히 
섬유모세포(fibroblast)의 과도한 성장이 큰 장애로 나
타나며 더구나 정상 성인의 근육조직에서 얻어진 근
육모세포의 배양은 태아 조직에서 유리된 세포와 비
교하여 성장률이 현저히 떨어지는 상태여서 섬유세
포의 증식이 상대적으로 더욱 빨라져 이를 분리하고 
배양하는 것이 쉽지 않은 실정이다.
  그동안 혼합 세포조직에서 섬유모세포를 제거하는 
방법은 주로 섬유모세포가 다른 세포들에 비해 빨리 
배양 접시에 부착되는 성질을 이용하거나 섬유세포
의 성장을 제한하는 물질을 첨가하는 방법을 시도하
였다.5,15) 또한 항원-항체 면역반응을 이용하여 선택
적으로 섬유모세포를 제거할 수도 있으나 배양하려
는 세포에 섬유모세포 수용체와 비슷한 구조의 항체 
수용체가 공동으로 세포 표면에 존재할 경우 순수 
분리에 제한점이 된다.1,18,25) 또한 최근에 개발된 
fluoresence-activated cell sorter (FACS)를 이용한 방법
은 정확도는 높으나 고가의 장비와 숙련된 기술이 
필요하여 일반 실험실에서는 시행하기 어려운 점이 
많다.24,31)
  Kao와 Prockop15)은 chick embryo에서 분리된 섬유
모세포에 proline analogue인 cis-hydroxyproline을 투여
하여 섬유모세포의 procollagen 합성을 방해하여 증
식을 억제하였다고 하였으며 Chaudhari와 Beam5)은 
mouse의 세포를 대상으로 cytosine arabinoside를 이용
하여 섬유모세포를 제거하였는데 이들은 동물 세포
를 대상으로 실험한 것이며 인체 조직에서 유리된 
섬유모세포에 대한 연구는 드문 편이다. 또한 섬유
세포의 제거를 위해 투여된 물질이 근육모세포의 증
식과 분화에는 어떤 영향을 미치는 지는 보고되지 
않았다.
  따라서 본 연구에서는 근육모세포의 순수 분리와 
배양을 위해 섬유모세포 제거 방법으로 비교적 간단
히 시행할 수 있는 proline analogue와 cytosine ara-
binoside를 이용하였을 때 섬유세포의 감소와 근육모
세포의 증식에 대한 영향 및 이후 배양된 근육모세
포가 정상적인 분화 과정을 거치는지 알아보고자 하
였다.
연구대상 및 방법
    1) 연구대상
  건강한 성인 남자의 대퇴사두근에서 국소마취하에 
약 1 g의 근육조직을 채취하였다. 공여자는 사전에 
신체 검진과 혈액 검사를 통해 신경근육계 질환과 
다른 감염성 질환이 없음을 확인한 후 기증 동의서
에 서명을 한 후 참여하였다.
    2) 연구방법
  (1) 세포 분리 및 일차배양(primary culture): 채취된 
근육 조직을 phosphate buffered saline (PBS, GIBCO 
BRL, Grand Island, NY, U.S.A.)에 넣어 세척한 다음 칼
로 잘게 다져 20% dissociation solution (0.05% trypsin- 
0.53 mM EDTA, collagenase (IV), 1×PBS)으로 37oC, 
5% CO2 배양기에서 1시간 동안 배양하여 세포를 분
리하였다. 이후 trypsin 활동을 중지시키기 위해 15% 
fetal bovin serum (FBS, GIBCO BRL, Grand Island, 
NY, U.S.A.)를 포함한 Dulbeco's modified Eagles 
medium (DMEM; GIBCO BRL, Grand Island, NY, 
U.S.A.)에 넣은 후, 3,000 rpm에서 3분간 원심분리 
하여 세포를 침전시켰다.
  (2) 이차배양(subculture)-근육모세포 및 섬유모세
포의 배양: 침전된 세포에 10% FBS-DMEM 세포배양
액과 gentamycin (GIBCO BRL, Grand Island, NY, 
U.S.A.)을 첨가하여 부유시킨 후 T-25 culture flask 
(Falcon, Lincoln Park, NJ, U.S.A.)에 1×106/ml의 세
포수로 접종하였다. 배양은 37oC, 5% CO2 배양기에
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서 유지하였으며, 배양액은 일주일이 경과한 후 교
환하였다.
  단층배양 상태가 50% 이상이 되면 0.05% trypsin-0.53 
mM EDTA (GIBCO BRL, Grand Island, NY, U.S.A.)로 
세포를 플라스크에서 분리시키고 10% FBS로 trypsin
을 중화한 후 원심 분리하여 계대배양을 시행하였
다. 일부 배양된 세포는 실험에 사용할 때까지 액체
질소에서 냉동보관 하였고, 다시 실험 할 때에는 세
포를 녹여서 이차 계대배양한 세포를 사용하였다. 
배양액은 이틀마다 교체하였다.
  (3) 섬유모세포 제거: 섬유모세포를 제거를 위해 cyto-
sine arabinoside (araC, Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.)와 
proline analogue인 cis-hydroxyproline (Sigma, St. Louis, 
MO, U.S.A.)을 투여하였다.
  단층세포배양법으로 배양한 세포가 7∼10일 경과
하면서 T-25 culture flask에 약 80% 정도 증식되었을 
때 대조군과 실험군으로 나누어 실험하였다. 실험군
에는 이차배양액 1 ml와 araC, cis-hydroxyprolin를 각
각 10μl/ml, 150μg/ml의 농도로 첨가하였고 대조군
은 이차배양액 1 ml에 gentamycin (50μg/ml)을 넣고 
각각 배양액을 추가하여 전체 부피가 5 ml가 되게 
하였다. 이 세포를 37oC, 5% CO2에서 3일 동안 반응
시킨 후, 1x PBS로 세척하였다. 이후, 섬유모세포의 
증식억제정도를 살펴보기 위해 세포를 10% DMEM
을 첨가하여 다시 3일 동안 배양하였으며 섬유모세
포와 근육모세포의 비율을 위상차 현미경을 이용하
여 형태학적으로 분류하였다. 본 연구는 오차를 줄
이기 위해 같은 실험을 3회 반복하였다.
  (4) 근육모세포의 분화 관찰: 세포수 측정 후 각각
의 대조군과 실험군을 다시 7일간 배양하였고 이 후 
10% FBS과 human insulin (1 IU/ml), 그리고 gentamycin
이 포함된 DMEM을 넣고 7일 동안 다시 배양한 후 
현미경으로 myotube로 변환되는 근육모세포의 분화
를 비교 관찰하였다.
  (5) 통계처리: 수집된 자료는 SPSS 통계 프로그램
을 이용하여 비모수검정법인 Mann-Whitney test로 대
조군과 두 실험군을 각각 비교하였다.
결      과
    1) 세포 분리 및 배양
  분리된 세포들은 접종한지 수십분 후부터 세포들
이 배양접시바닥에 부착한 것을 관찰할 수 있었다. 
근육모세포는 성장함에 따라 원형에서 방추형으로 
변하면서 서로 연결되는 구조를 이루고, 반면에 섬
유모세포는 원형에서 다각형 구조로 변하였다(Fig. 
1). 이차배양 후 배양접시에 부착된 세포를 형태학
적으로 분류하였을 때 근육모세포와 섬유모세포 두
Fig. 1. Phase contrast micrographs of a fibroblast (white arrow) and a myoblast (long black arrow). Two 
myoblasts are contiguous with each other (short black arrows)(×100).
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종류의 세포였으며 그 외의 세포는 거의 관찰할 수 
없었다.
    2) Proline analogue와 araC가 섬유모세포 증식 
억제에 미치는 영향
  이차배양에서 같은 양의 배양액을 각 flask로 분주
하여 동일한 수의 세포로 대조군과 실험군으로 나누
어 실시하였는데 3회 실험값을 비교한 결과 배양액 
1 ml 당 세포 숫자의 평균은 대조군에서 11.2×104/ml, 
proline analogue로 처리한 군은 10.2×104/ml, araC로 
처리한 군은 1.3×104/ml이었다(Table 1). 또한 섬유
모세포와 근육모세포와의 비는 각각 대조군 79：21, 
proline analogue로 처리한 군 77：23, araC로 처리한 
군 49：51로 나타났다(Fig. 2).
  대조군과 두 실험군을 각각 통계적으로 비교하면 
대조군과 proline analogue로 처리한 군간에는 차이가 
없지만(p＞0.05), 대조군과 araC로 처리한 군간에는 
의미 있는 차이가 있었다(p＜0.05). 따라서 araC가 전
체 세포 숫자도 감소시키지만 섬유모세포를 근육모
세포보다 더 선택적으로 억제하는 것으로 나타났다.
    3) Proline analogue와 araC가 근육모세포 분화
에 미치는 영향
  두 시약 모두 처리 후에 insulin을 투여하여 myo-
tube를 형성하는지 관찰한 결과 두 군 모두에서 분
화가 일어났다(Fig. 3).
고      찰
  최근에 뒤시엔느(Duchenne)형 근디스트로피를 포
함한 근이영양증 환자의 치료를 위해 유전자 치료와 
간세포(stem cell) 이식 및 조직 배양을 이용한 치료 
등이 활발히 연구되고 있으며 이와 더불어 근육모세
포(myoblast) 이식법이 향후 실현 가능한 치료법으로 
여겨지고 있는데 동물 및 임상실험에서도 주입된 근
육모세포가 디스트로핀을 생성하고 근력을 증진시키
는 것으로 보고된 바 있다.8,9,12,14,16,17,19,30) 그러나 이 
방법은 아직까지는 이식 후 세포 확산도의 저하와 
면역거부 반응 등 여러 가지 제한점이 있으
며,4,6,7,11,20,26,29) 이를 극복하기 위한 방법 중의 하나가 
실험실에서 순수한 다량의 근육모세포 배양과 면역
거부 반응의 억제이다. 따라서 근육모세포의 순수배
양은 근육세포이식의 기초이며 실험실 연구의 중요
한 단계이다. 그러나 생체 조직에서 채취된 근육조
직에는 여러 가지 다른 세포들이 존재하며 특히 섬
유모세포는 다른 세포들보다 빠르게 증식하여 근육
모세포의 성장을 방해한다. 이는 다른 조직의 세포
를 배양하는데도 마찬가지여서 그 동안 여러 가지 
방법으로 섬유모세포의 성장을 억제하는 방법을 연
구하였으나 간편하면서도 경제적인 방법을 찾는 것
이 쉽지 않은 상황이었다.
  선택적으로 섬유모세포의 증식을 억제하는 한 가
지 방법으로 proline analogue인 cis-hydroxyproline을 
투여하게 되면 섬유모세포가 procollagen 합성시 세
포 내에 혼합되어 procollagen이 triple helical을 형성
하는 것을 방해하게 되고, 이로 인해 섬유모세포가 
배양접시 바닥에 붙지 못하게 되어 성장할 수 없게 
된다. 이 방법을 세포배양에 이용한 보고가 있었으
Table 1. Effects of Cis-hydroxyproline and Cytosine Arabino-
side on Proliferation of Fibroblasts and Myoblasts
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1. Proline: cis-hydroxyproline, 2. araC: cytosine arabinoside
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며 섬유모세포의 억제 효과는 cis-hydroxyproline의 용
량에 비례한다고 하였다.15) 그러나 본 연구에서는 
이와 비슷한 용량에서 대조군과 비교하여 통계학적
으로 유의한 차이가 없었는데 이는 섬유모세포가 유
리된 chick embryo와 인체 조직간의 차이에 의한 것
으로 생각된다.
  Cytosine arabinoside (araC)은 DNA polymerase in-
hibitor로 작용하며 백혈병 치료제로도 임상에 응용
되는데 일반적으로 섬유모세포는 다른 세포에 비해 
성장 속도가 빠르기 때문에 배양 초기에 이 물질을 
첨가하여 비교적 섬유모세포를 더 많이 제거할 수 
있다는 보고가 있다.22) 그러나 이 물질은 섬유모세
포 뿐만 아니라 근육모세포를 포함한 다른 세포의 
증식도 억제시키게 되는데, 본 실험 결과도 전체 세
포수가 대조군에 비하여 88.4% 감소하였다. 그러나 
근육모세포의 비율은 대조군 21%에 비해 51%로 상
승하여 섬유모세포가 더 선택적으로 제거되었음을 
알 수 있다.
  섬유모세포의 선택적 제거 외에도 본 실험에서는 
섬유모세포를 제거하기 위해 처리한 시약이 근육모
세포의 성장과 분화에 영향을 주는지 확인하기 위
해, 섬유모세포 제거 후 insulin을 첨가하고 FBS를 
배양액에서 제거한 후, myotube로 분화하는지를 위
상차 현미경을 통해 관찰한 결과 모든 군에서 분화
가 이루어져 근육모세포 자체에는 큰 영향을 미치지 
않는 것으로 나타났다. 그러나 좀더 정확한 판정을 
위해 myotube 단백질의 정성적인 분석과 수축 상태 
등 기능적 평가가 필요할 것으로 생각된다.
결      론
  본 연구에서는 cytosine arabinoside (araC)를 이용하
여 섬유모세포를 제거할 수 있었으나 근육모세포의 
순수 배양을 위해서는 향후 좀더 효과적인 방법이 
Fig. 3. Differentiation of myoblast into myotube (arrow) in control group (A), cis-hydroxyproline treated group (B) and 
cystosine arabinoside treated group (C)(×400).
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필요할 것으로 생각되며 이 물질이 근육세포로 분화 
과정에 영향을 미치는지는 형태학적인 관찰 외에 다
각적인 평가가 필요할 것으로 여겨진다.
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